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Fondements biologiques
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La saga de l’EGFR …
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Ce qui est connu

Linardou H, Nature 2009



Voies de signalisation

Suda K Cancer Metastasis Rev 2010



Surexpression EGFR

• Fréquente
‒ > 50% CBNPC
‒ E (55-100%) > ADC (35-60%) > GC (20-60%)

• Valeur pronostique: controversée Kakamura H, Thorax 2006

• Pas de valeur prédictive évidente pour les 
EGFR-TKI 

(IDEAL, INTACT, TALENT, TRIBUTE, et BR21, ISEL, SATURN)
‒ Aspects techniques
‒ Conservation des blocs

• Valeur prédictive pour mAb cetuximab 
(FLEX) Pirker R et al, JCO 2008



Nombre de copies d’EGFR
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polysomie
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Sholl LM, Mod Pathol 2007
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Co-expression EGFR/HER-2
• Immuno-histochimie (Hercep Test) 

– 18-33% CBNPC
– ADC > LC > E
– Chimiorésistance
– Co-expression: facteur de mauvais pronostic

• FISH: le double gain est un facteur prédictif et 
pronostic

Cappuzzo F, JCO 2005



Mutations somatiques d’EGFR
• Mutations activatrices et prédictives de sensibilité aux EGFR TKI 

identifiées en 2004 : exons 18 à 21
 Lynch  TJ NEJM 2004; Paez JG Science 2004; Pao W JCO 2005

Shigematsu  IJC 2006 Linardou H, Nature 2009
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Exon 19
DelL747-L751

Hétérozygote

Homozygote

Jiang SX IJC 2008

Exon 21

L861Q



Indicence des mutations EGFR 

Suda K Cancer Metastasis Rev 2010



Jänne PA CCR 2006

• ADC, 5-20 % des Caucasiens, 20-40 % des Asiatiques, sexe féminin, non-fumeur

• Corrélation au statut tabagique

– Forte corrélation entre le statut non-fumeur et la présence de mutations

– Pour chaque PA, la probabilité d’avoir une mutation d’EGFR diminue de 4% 
Sequist L CCR 2006

Mutations d’EGFR et données cliniques

• Génotype EGFR sélectionnerait mieux les patients répondeurs à un EGFR-TKI en 
1ère ligne que les critères cliniques 
Jackman DM CCR 2009



Valeur prédictive

Jackman DM CCR 2009

Sequist LV, JCO 2008

N=83

N=223



EGFR: les nouveautés



n = 3305

Linardou H, Nature 2009

Incidence des mutations d’EGFR

Réponse avec une monothérapie EGFR TKI



IPASS

Mok TS et al. NEJM 2009



INTEREST-Bio

Douillard JY JCO 2010

PFS PFS

EGFR muté EGFR non muté



Futur: IHC ?

Mais
‒ Mutations ciblées donc non exhaustives
‒ Problèmes de cut off (sensibilité 95% (1+)à 76% (2+))

Yu J CCR 2009,
Brevet M J Mol Diag 2010 Sensibilité :90- 67%;  spécificité 99%



EGFR: les problèmes



Résistances aux EGFR-TKI

• Résistance primaire
‒ Ex19del : 4.2% et L8958R: 6.8% de résistance! Murray S JTO 2008
‒ Insertions exon 20: 2% des patients
‒ Mutations K-Ras: 

• 20% des CBNPC 
• ADC, fumeurs
• Exclusivité avec EGFR
• Activation constitutive de la voie EGFR
• Peu ou pas de réponse aux EGFR-TKI (méta-analyse) Linardou H 

Lancet Oncol 2008



K-Ras
- protéine clé de la transduction du signal dans grand 
nombre de voies de signalisation
- mutations codon 12, 13, 61: perte de l’activité GTPase: 
activation constitutive

- clinique: 
- 15-30% des ADC
- fumeur

MAIS 15% de non-fumeur!

- valeur pronostique controversée
- valeur prédictive négative pour EGFR-TKI
- pas de valeur prédictive démontrée pour les 
chimiothérapies cytotoxiques Loriot Y, Nat Rev 2009

- développement d’anti-ras: salirasib



Dans 39 lignées de CBNPC

Mutations

Nombre de copies

Gandhi J, PLosONE 2009

MASI
Mutant Allelic Specific Imbalance



Sous-clones ?!

Marchetti A, Neoplasia 2009



EGFR ou K-Ras ?

Jackman DM, CCR 
2009



Hammerman PS CCR 2009

Résistances secondaires
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Maheswaran S, NEJM 2008

PFS: 7.7 mois vs 16.5 mois (95% CI: 2.94 - 45.1), p> 0.001

Mutation T790M et PFS



MET
• Proto-oncogène
• Surexprimé
• Amplification 

‒ dans 21% des tumeurs EGFR TKI résistantes
‒ 3% tumeurs naïves d’EGFR TKI

• Pas d’exclusivité avec les mutations d’EGFR
• Marqueur de mauvais pronostic ?
• Valeur prédictive ?

QPCR

FISH



Cappuzzo F JCO 2009

N = 447
Amplification de MET



• Activation de la voie PI3K 
via ERBB3 ou MET

• Étude pré-cliniques: inhibition 
de MET pourrait restaurer la 
sensibilité aux EGFR TKI 

-> double inhibition

Karamouzis M, Lancet Oncol 2009

Voie PI3K/AKT/mTOR



Les questions 
• Surexpression/mutations d’autres acteurs de la voie EGFR

‒ HER2
‒ BRAF
‒ PI3K
‒ LKB1
‒ …

• Mutations exclusives 
avec EGFR

• … sauf PI3K
Ding L, Nature 2008



Que faire en cas de résistance ?

• Inhibiteurs irréversibles
• Associations d’inhibiteurs

• Inhibiteurs de la voie PI3K/mTOR

BIBW2992
HKI-272 (neratinib)



Li D, Oncogene 2008

Combinaisons thérapeutiques: BIBW2992 et rapamycine 

Modèle murin 
L858R + T790M



Combinaisons thérapeutiques: erlotinib et SU11274 

Tang Z, BJC 2008

Modèle cellulaire
L858R+T790M (H1975)



Combinaisons thérapeutiques: gefininib et rapamycine 

In vitro: lignées

In vivo: xénogreffes
Bianco R, BJC 2008



Gazdar AF Cancer Metastasis Rev 2010



ERMETIC

Etude rétrospective 

Validation de l’analyse par séquençage de la 
recherche des mutations d’EGFR et de K-Ras,  
partir de prélèvements de CBNPC inclus en 
paraffine,  par 15 laboratoires français

Dr. A. Degeorges, I. Curie 
Dr. M. Beau-Faller, CHU Strasbourg
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• Mutations d’EGFR: séquençage des exons 18 à 21 
• Mutations de K-Ras: séquençage de l’exon 2

Méthodes

• Algorithme décisionnel
– Échantillon non-amplifiable: après 3 échecs de PCR
– Toute mutation est vérifiée par une 2ème PCR indépendante

• 15 centres: séquençage des ADN extraits de paraffine

• Centre externe: 
– séquençage des ADN extraits de congélation 
– séquençage des ADN extraits de paraffine



Frozen
(n = 68)

Type of mutation Paraffin
(n = 68)

 EGFR  

 Exon 18 Mutations  
1 c.2156G>C, p.Gly719Ala ) (G719A)* NA

 Exon 19 Mutations  
5 c.2235_2249del ; p.Glu746_Ala750del ** 5

2 c.2236_2250del ; p.Glu746_Ala750del 2

1 c.2239_2248delinsC ; p.Leu747_Glu749del,p.Ala750Pro NA

1 c.2239_2251delinsC ; p.Leu747_Thr751delinsPro 1

1 c.2260A>G ; p.Lys754Glu (UV) ** 1

1 c.2237_2251del ; p.Glu746_Thr751delinsAla 1

1 c.2239_2240TT>CC ; p.Leu747Pro (UV) NA

1 c.2239_2256del ; p.Leu747_Ser752del 1

1 c.2240_2257del ; p.Leu747_Pro753delinsSer 1

 Exon 20 Mutations  
1  c.2311_2312insACCGGC ; p.Asp771_772insArg-His (UV) NA

 Exon 21 Mutations  

7 c.2573T>G ; p.Leu858Arg  (L858R)*** 5+1WT +1NA

1 c.2543T>C ; p.Pro848Leu (UV)*** NA

1 c.2582T>A ; p.Leu861Gln (L861Q)* 1

25 Total EGFR 18

EGFR mutations



 K-Ras  

6 c.35G>A ; p.Gly012Asp (G12D) 5+1NA

6 c.34G>T ; p.Gly012Cys (G12C) 5+1WT

2 c.35G>T ; p.Gly012Val (G12V) 1+1WT

14 Total K-Ras 11

Frozen
(n= 68)

Type of mutation Paraffin
(n = 68)

K-Ras mutations
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EGFR 19 EGFR 21 K-Ras

Number of samples with at least one 
centre with a false positive result 10/74 10/74 7/74

Number of samples with at least one 
centre with false negative results 7/74 4/74 12/74

False positive/negative results 
by sample (n=74)



False positive results
   

Median rate of false positive results by centre, 
(Range) 0% (0-27%) 17% (0-44%) 8% (0-25%)

Number of centres 
with a false positive 
rate of:

0% 9/15 7/15 5/15

> 0%, < 10% 1/15 0/15 4/15

≥10% 5/15 8/15 6/15

False positive/negative results by centre (n=15)

 

EGFR exon 19 EGFR exon 21 K-Ras

False negative results
   

Median rate of false negative results by centre, 
(Range) 2% (0-9%) 3% (0-6%) 9% (2-17%)

Number of centres 
with a false negative 
rate of:

0% 6/15 6/15 0/15

> 0%, < 10% 9/15 9/15 8/15

≥ 10% 0/15 0/15 7/15

+

-
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Kappa Score Rating

Number of centres with Kappa Score Rating

EGFR 19 EGFR 21 K-Ras

Good 9/15 0/15 3/15

Moderate 1/15 6/15 3/15

Poor 4/15 9/15 8/15

Bad 0/15 1/15 2/15

Median Kappa Score 
(Range) 0·52 (0·23-0·73) 0·37 (0·20-0·57) 0·39 (0·15-0·66)

Concordance of each ERMETIC centre 
with the Gold Standard



Samples compared 
Global Kappa Score (95% CI) 

EGFR 19 EGFR 21 K-Ras

All samples (n=74) 0·47 (0·45-0·49) 0·47 (0·45-0·49) 0·42 (0·40-0·43)

Sensitivity analysis*(n=58) 0·60 (0·58-0·61) 0·56 (0·55-0·58) 0·47 (0·45-0·49)

Concordance between the 15  ERMETIC centres 



Discussion
• Phase A: pas de mutation exotique ou de faux positifs; 

rares faux-négatifs (n= 3) 
• Phase B: 

– Faux-positifs: varient selon l’exon et selon le centre; 
résultats validés par des techniques plus sensibles

– Faux-négatifs: varient selon la qualité de l’échantillon 
et selon le centre

• ADN Non-Amplifiable: dépend des processus de fixation 
de l’age et des conditions de stockage des blocs, des 
procédures d’extraction 

• Concordance « modérée » dans la détection des mutations 



Conclusion

• La recherche de mutations est possible sur de l’ADN extrait de blocs 
paraffine

• Des critères de qualités paraissent indispensables
– Blocs âgés de moins de 5 ans
– Tissus fixés en formaline
– Échantillons contenant au moins 50% de cellules tumorale

• Utilisation de protocoles standardisés pour l’extraction d’ADN

• Questions à débattre:
– Quelle signification clinique des faux-positifs et faux-négatifs?
– Quel seuil de détection des mutations ?



Perspectives



ERMETIC-2
Apport des techniques sensibles de la recherche des 
mutations EGFR/K-Ras pour la prédiction de la 
sensibilité/résistances aux anti-EGFR TKI

- recensement des ADN/blocs restants: cohorte 
prospective et rétrospective
- validation des techniques alternatives sur cohorte 
rétrospective 
- sélection de techniques alternatives à appliquer 
aux ADN de la cohorte prospective


